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@ Verfahren zur Herstellung von genetisch transformierten Pflanzenobjekten 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der 
Gentechnik der Pf lanzen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von genetisch transformierten Pflanzenobjekten durch Ein- 
fuhrung eines transformierenden Faktors in das Reiipien- 
tenobjekt und nachfolgende Selektion von Zellinien und 
Pflanzen aus diesem Rezipientenobiekt. die neue erbtiche 
Eigenschaften besitzen, wobei man als transformierenden 
Faktor ein DNS-Molekul oder ein autonom replizierendes 
Zellorganell und als Rezipientenobjekt eine Einzetzelle oder 
eine Zelle im Zellverband verwendet und den tiansformie 
renden Faktor in das Rezipientenobjekt durch Mikroinjizie- 
rungeinfChrt. 

Oas erfindungsgemafte Verfahren ermoglicht auf gentech* 
nischem Wege die Herstellung neuer. landwirtschaftlich 
nutzbarer Pflanzen mit gewunschten Eigenschaften. 
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1. Verfahren zur Herstellur.g von genetisch trans- 
formiertcn Pflanzenobjcktcn durch Einfiihrung ei- 
nes transformierenden Faktors in das Rezipienten- 
objekt und nachfolgendc Selcktion von Zellinien 
und Pfianzen aus diescm Rezipientenobjekt, die 
neuc erbliche Eigenschaften bcsitzen. dadurch ge- 
kennzeichnet.daG man als transformierenden Fak- 
tor ein DSS-MoIekul oder cin autonom replizic- i 
rendes Organell und als Rezipientenobjekt cine 
Einzelzelle oder eine Zelle im Zellverband verwcn- 
dei und den transformierenden Faktor in das Rezi- 
pientenobjekt durch Mikroinjizicrung cinfuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet.daB man als Rezipientenobjekt einc Zellc 
im Zellverband vcrwendei. 

3. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnei, daO man als Rezipientenobjekt eine Ein- 
zelzelle oder eine Zelle im Zellverband verwendct. 
die zur Embr\oidgcnese oder zur Rcgenericrung 
einer ganzen Pflanze fahig ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche \ bis 3. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroinjizicrung 
unter Einwirkung \on Druck oder eines elcktri- 
schen Fcides ausgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Mikroinjizicrung unter Einwir- 
kung eir.es clektrischen Feides ausgefuhrt wird. 

Bcschreibung 

Die vorliegendc Erfindung betrifft das Gcbict dcr 
ger.technischcn Behandlung von Pfianzen. insbesondere 
ein Verfahren zur Herstcllung von genctisch transfor- 
mtertcr. pflanzlichen Objektcn. das zur Hcrstellung ncu- 
er Arten (Formen) von Pfianzen. d.runter auch von fur 
die Undwinschaft wichiigen Pfianzen Verwcndung fin- 
det. die durch bes'immte Eigenschaftcn gekennzeichnct 
sind. wie spezifische Bestandigkeit gegen pathogene Vi- 40 
ren und Mikroorganismen, vcranderte Aminosaurezu- 
sammensetzung. erhohter Anteil an verwertbarer Bio- 
masse, sowie e'rhohte Widerstandsfahigkeit gegen un- 
gunstige L'mweltfaktorcn u.a. 

Es sind verschiedene Vcrfahren bekannt, die es ge- 45 
statten. Protoplaste von hoheren Pfianzen so zu trans- 
form.eren. daB nachfolgend Zellenlinien und Pfianzen 
mit neuen vererbbaren Eigenschaften hergestellt wer- 
den kbnnen. So ist beispielswcise ein Verfahren be- 
kannt. das darin besteht. daB man einer Suspension der 50 
Protoplasten von Nicotiana tabacum DNS zugibi. und 
das erhaltene Gemisch danach durch physikalische und 
chemische Faktoren beeinfluBt. was zum Eindringen 
von DNS in die Protoplaste fuhn (J. Potrykus. R.D. Shil- 
lito. MAV. Saul. |. Paszkowsky. "Direct Gene Transfer. 55 
State of the Art and Future Potential" Plant Mo!. Biol. 
Reporter. Bd. 3. Nr. 3, !985, S. 117-1 28). 

Es ist auch ein Verfahren bekannt, wonach man Pro- 
toplasten von Nicotiana tabacum genetisches Material, 
das in Lipidblaschen (Liposomen) einge.chlossen ist, in 60 
Gegenwart eines Agglutinierungsmittels zugibt. Das 
fuhrt zur Vereinigung der Liposomen mit den Protopla- 
sten unter Eindringen des genetischen Materials in den 
Protoplast (T. Nagata, "Liposomes as a Carrier of Ti- 
Plasmid into Protoplasts". "Molecular Genetics of the 65 
Bacteria-Plant Interactions": Ed. Punier, Springer- Vcr- 
lag, Berlin e.a.. 1983.268-273). 

Die bekannten Verfahren sind nur auf eine begrenztc 
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An/ahl von Pflan/cnartcn anwendbar. und zwar nur auf 
Pilanzen und Zcllkulturcn. fur die Verfahren zur Her- 
stellung und Ziichtung \on Protoplasten, aus dencn 
nachfolgend die entsprechenden Pflanz:n regeneriert 
% werden konnen. entwickclt worden sind. AuGc'dcm 
uciscn die bekannten Verfahren nur einc niedrige 
Transformationseffektivitat (hochstens 1%) und einen 
crheblichcn Verbrauch an transformierendem Faktor 
auf. 

to Es ist ein Verfahren zur Herstellung genetisch trans- 
formierter pflanzlichcr Objekte bekannt. bei dem als 
Rczipient Protoplaste von Nicotiana tabacum verwen- 
dct werden. In die Protoplaste wird durch Mikroinjek- 
tion das Plasmid pCGN 5bl eingefuhrt (A. Crossway et 
is al.. "Integration of foreign DNA following microinjec- 
tion of tobacco mesophyll protoplasts", Mol. Gen. Ge- 
net. 1986. Bd. 202. S. 179, 185). 

Bei dem erwahntcn Vcrfahren ist die Verwendung 
von Protoplasten unumganglich, weshalb es ebenfalls 
20 nur auf einc beschrankte Zahl wirtschaftlich wertvoller 
Pfianzen. wie z.B. auf Pfianzen dei Familic Solanaceac 
(Tomate und Kartoffel) angewandt werden kann. 

Fur die meisten wirtschaftlich wichtigen Pfianzen, die 
in vitro gezuchtet werden (Suspensicnskukur. CaUus- 
25 kultur. Kultur iscSierter Organe, emuryogene Caiiuskul- 
tur) wurden bislang jedoch noch keine Transformations- 
verfahren entwikkelt. 

Ailc Autorcn halten es fur notwendig, die Protopla- 
sten zu isolieren. wobci auch die transformation nach 
30 dcr Isolierung der Protoplasten 0 bis 5 Tage bctragen 
sol!. In dicsem Zusammenhang muB jedoch bemcrkt 
werden, daQ fur die meisten landwirtschaftlich nutzba- 
rcn Pfianzen die Protoplasten nicht isoliert werden kbn- 
nen, so daB die bekannten Verfahrensweisen nicht gen- 
15 technisch verbessert werden konnen (H. Lorz et aL, 
"Studies in Cereal Transformation. Nuclear Techniques 
and in vitro Culture for Plant Improvement, Proc. Int. 
S>mp., Vienna 19-23, 1985, 1986, 505-509; Ju. Ju. Gic- 
ba, K.M. Sytnik. "Kletocnaja inzenerija rastenij" (Zeil- 
tcchnologie bei Pfianzen), Kiev, "Naukova Dumka", 
1984, bzw. Ubcrsctzung des Artikels, Springer, Berlin. 
Heidelberg. New York. 1985; EP01 75 966 A 1 ). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Ver- 
fahren zur Herstellung genetisch transformierter 
pflanzlicher Objekte (Zellen in Suspensionskultur, in 
Mikrokolonien sowie in verschiedenen pflanzlichen 
Strukturen) zu entwickeln, das eine Quaiitatssteigerung 
bei Nutzpflanzen, insbesondere bei der Ziichtung von 
Sortcn landwirtschaftlicher Nutzpflanzen auf gentech- 
nischem Wege ermoglicht, die folgende Vorzuge auf- 
wcisen: 

- spezifische Bestandigkeit gegenuber bereits be- 
kannten oder noch zu entwickelnden Herbiziden: 

- spezifische Bestandigkeit gegenuber pathoge- 
nen Viren und Mikroorganismen; 

- veranderte Aminosaurezusammensetzung der 
wichtigsten ReserveeiweiBe; 

- Erhohung des Anteils an verwertbarer Biomas- 
se; 

- erhdhte Bestandigkeit gegenuber ungunstigen 
Umwelteinflussen. 

Die Aufgabe wird wie aus den vorstehenden Anspru- 
chen ersichtlich gelost, indem man in eine Einzelzelle 
oder vorzugsweise eine Zelle in einem Zellverband cm 
DNS-Molekiil oder ein autonom replizierendes Organ- 
ell cinfuhrt. Das Rezipientenobjekt mit dem eingefuhr- 
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ten transformierenden Faktor wird zur Herstellung von 
Zellinien oder Pflanzen mil ncuen crblichcn Eigenschaf- 
tcn auf selektiven Nahrmedien gczuchtct Dabei erfolgt 
die Einfuhrung dcs transformiercndcn Faktors in das 
Rezipicntenobjekt durch Mikroinjekiion, die nach bc- 
liebigen gecignctcn Meihoden durchgefuhrt werdcn 
kann. Es ist zweckmaBig. die Mikroinjcktionen unier 
Einwirkung von Druck oder insbesondere eines elektri- 
schen Feldes durchzuf uhren. 

Die Verwendung einer Einzelzelle oder von Zellen im 
Zellverband als Rezipienten ermdglicht eine erhebliche 
Erweiterung der Zahl der gentechnisch manipulierba- 
ren Pflanzenarten. Dies gilt in ersier Unie fQr wirt- 
schamich so wichtige Pfianzenfamilicn wie Graser (Ge- 
treide, z.B. Weizen, Hafer) und Hulsenfruchiler. 

Bisher hai man mit Protoplasten gearbeitet da Zellen 
im genetischen und physiologischen Sinn nicht gleichar- 
lig sind Jede Zelle hat ihr Programm und fOhrt es aus. 
Die Zelle ist ein Protoplast, der schon eine bestimmie 
Entwicklung hinter sich hat, wahrend der Protoplast ei- 
ne Zelle ist, die keine individuellen Merkmale besiizt 
und in der das gesamte genetische Programm bisher 
nicht realisiert wurde. Aus dem Protoplast kann man 
eine beliebige Zelle oder eine andere Zellart erhalten, je 
nach den Bedingungen wie Nahrmedium, Zusatz von 
Hormonen etc Aus der Zelle kann man nichts mehr ma 
eincm bestimmien Programm erhalten. Es war deshalb 
uberraschend, daO bei landwirtschaftlichen Nutzpflan- 
zen wie Weizen, Hafer usw. von einer Einzelzelle oder 
von einer Zelle im Zellverband ausgegangen werden 

konnte. _ , 

Gegenwartig sind verschiedene Verfahren zur Zucn- 
tung von Pflanzenarten in einer Suspensionskultur be- 
kannt, die zur Symhese sekundarer Stoffwechselpro- 
dukte befahigt sind und von wichtiger praktische Be- 
deutung sind (Rauwolfna serpentina, Dioscorea delioi- 
dea Papaver somniferum aa.). Bei der Suspensionskul- 
tur bzw. einem ahnlichen Verfahren der Tiefenkultur ist 
das Pflanzenmaterial Einzelzellen oder Zellen. die mehr- 
zellige undifferenzierte Konglomcrate unterschiedli- 
cher GroBe (Mikrokalli) bilden. Bei der Passage einer 
Suspensionskultur kommt es zu einer Anhaufung der 
Biomasse der Zellen und zu einer Produktion wertvoller 
sekundarer Stoffwechselprodukte dieser Zellea 

Fur viele wirtschaftlich uberaus wichtige Pflanzen 
wie z.B. solche aus der Familie der Kreuzblutler. wie z.B. 
Kraut bzw. Kohl (Brassica oleracea). Rettich (Raphanus 
sativus). aus der Familie der Hulsenfruchiler, wie /-B. 
Soja (Glycine max), Erbsen (Pisum sativum), sowie aus 
der Familie der Gsamineen (GeireideX wie z.B. Weizen 
(Triticum aestivum), Hafer (Avena saliva) und Gerste 
(Hordeum vulgare), sind bercits Verfahren zur Herstel- 
lung von Kalli aus verschiedenen Explantaten bekannt 
Bei Getreide hat sich die Verwendung unreifer und rci- 
fer Keimlinge als am erfolgrcichsten erwiesen. Kalli er- 
eeben nach einer Reihe von Passagen und nach einer 
Obertragung auf das enisprcchende Nahrmedium den 
AnstoB zur Entwicklung embryonaler Gewebsverban- 
de. Dasdabei entstehende Embroyd ist ein mehrzelliges, 
kompaktes, differen/.iertes Gebilde, bei dessen Zuch- 
tung man schlieOlich den ganzen pflanzlichen Orgams- 
mus erhilt 

Samtliche oben erwahntcn und vicle andere wirt- 
schaftlich wichtige Pflanzen konnen gegenwartig nur 
durch Mikroinjektion genetisch transformiert werden. 
da sie nicht uber die Protoplaststufe hergestellt werden 
kdnnen. Nur das erfindungsgcmaQe Verfahren ermog* 
licht die Transformation dieser und anderer Pflanzen. 



die in viiro in Form von Einzelzellen und in organisier* 
len und nichtorganisicrten mehrzelligcn Gebildcn ge- 
zuchtet werden konnen. 
Fiir die Gewinnung einer transformicrten Zcllinic in 
5 einer Suspensionskultur w ird mil dem unicrcn Ende ei- 
ner Pipette mit zuruckgezogener Spiize ein geringes 
Volumen einer Kultur.die mehrere hunden Zellen ent- 
halt, in eine auf dem Objekttisch eines Mikroskops befe- 
stigte Mikrokammer eingebracht Eine der Zellen wird 
to mit Hilfe eines Mikrosaugnapfs fixiert. dessen Durch- 
messer von der GroOe der Zellen der jeweiligen Kultur 
abhSngi (im allgemeinen to bis 50 urn). Die Zellwand 
wird durch rasches Einstechen einer Mikronadel durch- 
bohrL Nach der InjUierung der DNS-Molekuie oder 
js eines autonom replizierenden Organells, die entweder 
unier Druck zusammen mit der Flussigkeit oder unier 
Einwirkung eines elektrischen Feldes durchgefuhri 
wird. wird die Mikropipette aus der Zelle antfernt Dann 
wird die nSchste Zelle fixiert, in die ebenfalls genetisches 
» Material fremden Ursprungs injiziert wird. Der trans- 
formierende Faktor wird in 10 bis 40 Zellen injiziert. 

Die Fullung der Mikropipette mit der DNS-Ldsung 
erfolgt entweder uber das verjungie untere Ende einer 
Pipette durch Erzeugung eines Unterdrucks oder uber 
2j das obere Ende mil Hilfe einer Kapillare. die in die 
Mikronadel eingefuhrt wird. 

In jede Zelle werden unier Druck 1 bis 10 pi DNS-Ld- 
sung eingefuhrt. was ca. bis zu 10% des Zellvolumens 
ausmacht Die Messung des in die jeweilige Zelle einge- 
30 spritzten Losungsvolumens erfolgt mit Hilfe eines Oku- 
larmikromeiers anhand der Wanderung des Meniskus 
an der Grenzflache zwischen Luft und Wasser bzw. 
Wasser und Ol in der Mikronadel. Dabei wird die DNS- 
Konzentration so gewahlt, daO in die Zelle jeweils bis zu 
35 hunden Plasmidkopien gelangen. 

Bei der Einspritzung der DNS mit Hilfe eines elektri- 
schen Feldes bedient man sich einer Spannung am Aus- 
gang der Stromquelle von bis zu 10 V. Die Kontaktie- 
rung mit der DNS-L6sung in der Mikronadel erfolgt mit 
40 Hilfe eines Platindrahts ("-"-Elektrode). Die zweiie 
Elekirode (" + "-Elekirode) befindet sich in dem 'den 
Rezipienten umgebenden Nahrmedium. Die elektrische 
Spannung wird in 3 bis 5 Impulsen mit einer Dauer von 
bis zuO^szugefuhru 
45 Die Mikroinstrumente werden nach aus der Literatur 
bekannten Verfahren (von Brun. 1951) aus Glaskapilla- 
ren mit einem Innendurchmesser von 0,5 bis 1 mm her- 
gestellt. Die Arbeiten mil dem pflanzlichen Material 
werden mit sterilen Instrumenten in einer laminaren 
50 Stromung sieriler Luft durchgefuhrt Samtliche Mani- 
pulationen erfolgen unter mikroskopischer Kontrolle. 

Die mit dem verjiingten Ende der Pipette entnomme- 
nen injizierien Zellen werden dann auf einem selektiven 
Nahrmedium gezuchtet, dessen Wahl vom Merkmal ab- 
55 hangt, das durch den transformierenden Faktor kodiert 
wird. So z.B. ist bei der Einspritzung von Plasmiden, die 
T-DNS-Sequenzen desTi-Plasmids von Agrobacierium 
tumefaciens enihalten und die Hormonsynthese in Tu- 
morzellen kodieren. das selektive Medium ein hormon- 
freies Medium. Die auf einem solchen Medium ausge- 
wahlten Zellen sind gekennzeichnet durch Wachstums- 
fahigkeii auf hormonfreiem Medium. Dieses Merkmal 
ist von groGer praktischer Bedeutung fur die Zuchtung 
von Zellen in einer Kultur, da Phy lohormone die teuer- 
65 ste Komponente von Nahrmedien darstellen. 

Fiir die Gewinnung transformierter Pflanzen. die in 
vitro einen embryogenen Kallus bilden, Cibenragt man 
das Explantat. z.B. einen unreifen Keimling. auf ein die 
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Kaltusbildur.g induzierendes Medium. Den gebildeten 
Kallus ubertragi man dann auf em das Wachstum der 
Zelimasse forderndes Medium. Mil zunehmender Zel- 
lenzahl kommt es zur Differenzicrung der Zellen. dh. 
ein Teil derselben wachst siark in die Lange und hbn 
dann auf. sich zu teilen. w ahrend ein anderer Teil pro- 
embr\ogene Strukiuren (kompakie Zellgebilde) bildet. 
Die GroOe dieser Strukturen hangt von der Pflanzenart 
ab. Bei Weizen betragt sie z.B. 0.5 bis 2 mm auf den 
\erschiedenen Differenzierungsstufen. Diese Struktu- 
ren scheidet man aus der Masse der nichiembryogencn 
Zellen usuell mit Hilfe von Prapanernadeln aus. Dann 
ubertragi man sie in die Mikrokammer auf dem Objekt- 
tisch des Mikroskops und brin*rt sic in ein flussiges 
Nahrmedium. wonach man sic z.B. mit Hilfc einer Un- 
terdruck erzeugenden Kapillarc oder zweier einen Win- 
kei einschlieBenden Glasplatten mechanisch befestigi. 
In eine dieser Zellen der proembryogenen Struktur wird 
dann eine Mikronadel cingefiihri und sodann nach ei- 
nem der genannten Verfahren DNS injiziert. Dann wird 
in die naehstc Zelle injiziert. Nach Behandlung samili- 
cher im Gesichtsfeld zuganglicher Zellen wird der Kal- 
lus mit Hilfe eir.er Nadel geuendct. wonach noch in 
einiee *eitere Zellen injiziert *ird. 

Pro Kallus wird in 20 bis 30 Zellen DNS injiziert. Die 
\ ersuchsbedingungen.der Mikronadeldurchmesser und 
andere Parameter fur die Injizierung in die Zellen im 
Zelherband entsprechen denen. wie sie auch bci der 
Transformation von Einzelzellcn angewandt werden. 

Der auf diese Weise behandelte proembryogene Zell- 
verband \wrd dann zwecks Embryogenesc auf ein eine 
selekme Komponente enthaltendes Medium transfe- 
ree. Dtese kann z.B. das Herbizid Roundup 
{V(Pho$phonometh\I)glycin) scin. wenn die Zellen mit 
cmem Bestandigkcit gegcniiber diesem Stoff kodieren- 
den Vektor transformiert sind. Es ist darauf hinzuwei- 
sen. da3 die Zuchtung eines gegcniiber diesem Herbizid 
bestandigen Wcizens von grol3cr praktischcr Bcdcu- 
tung isu 

Auf dem selektiven Medium cntsteht dann aus dem 
proembrycger.en Kallus ein Embryoid. Aus diesem ent- 
wickeit sich dann die Pflanze. die auf dem Nahrmedium 
in Anwesenheit eines selektiven Faktors wurzelt. Die 
vollausgebildete Pflanze wird dann im Bodcn einge- 
pflanztJm weiteren kann sie sich dann auf in der Sclek- 
tionspraxis iiblichen Weise wciter vermehrcn. 

In einer Reihe von Fallen, wie z.B. bei Soja (Glycine 
max) und Luzerne (Medicago sativa) ist bei der in vitro- 
Kultur eine Organogenese zu beobachten. In diesem 
Falle smd die Rezipienten die Zellen der in 1er Kultur de 
novo gebildeten SproOspitze bzw. die Zeiien des prcre- 
generaiiven Gewebes. Die fur die Zuchtung der trans- 
formierten. aus der Organkultur regenerierten Pflanze 
erforderlichen Manipuiationen mit Hilfe der Mikroin- 
jektion entsprechen den Manipuiationen, die auch bei 
der Gewinnung von Transformanten aus einer Kultur 
eines embryogenen Kallus durchgefuhrt werden. 

Die Methode zur Zuchtung von Pflanzen mit neuen 
Eigenschaften unter Verwendung von geziichteten Kalli 
(embryogenen oder regenerierenden Pfla uen) bzw. un- 
ter Verwendung einer Organkultur besteht somit darin. 
da3 man Vektormolekiile in die Zellen injiziert, deren 
Teilung und Diffcrenzierung schlicQlich zur Bildung ei- 
ner ganzen Pflan/c fiihrt. 

Das crfindungsgemaOe Verfahren zur genetischen 
Transformation kann unter Verwendung von geneti- 
schem Material durchgefuhrt werden, das unterschied- 
lich organisiert scin kann. So z.B. konnen Vcktor-DNS- 



Molekule (Plasmide. Kosmide. Vektoren auf der Basis 
von Pflanzcnviren), aus verschiedenen Spenderobjekten 
isolierte DNS-Totalpraparate sowie Zellorganellen 
(Chloroplaste und Mitochondricn). die DNS-Molekule 
s enihaiten und zur autonomen Rcplikation fahig sind. 
verwendet werden. 

Andererseits kann das crfindungsgemaOe Verfahren, 
bci dem man sich der Mikroinjizierung bedient. zur 
Transformation anderer Rezipientenarten verwendet 
io werden. die in vitro als Zcllsuspension oder als Kallus 
gc/iichtet werden, der zu verschiedenen Arten der 
Morphogenese befahigt ist. 

Die praktische Bedeutung des erfindungsgemaQen 
Vcrfahrens wird bestimmt durch die Vorzuge. die sich 
is aus den ncuen Eigenscharien ergeben, die das pflanzli* 
chc Objekt durch die Aufnahme von genetischem 
Frcmdmaterial in sein Genom erworben hat. Gegen- 
wartig sind DNS-Vektormolekule bekannt, die fiir die 
Praxis wichtige Merkmale kodieren, wie z.B. die Bestan- 
20 digkeit gcgenuber Herbizidcn und bestimmten Erkran- 
kungen. Die Zahl und das Spektrum der Merkmale, die 
durch diese Vektormolekiile kodiert werden. steigt stan- 
dig. Das erfindungsgemaGc Verfahren ist gekennzeich- 
r.ct durch seine universclle Anwendbarkeit im Hinblick 
25 auf die Rezipienten und die transformierenden Fakto- 
rcn und kann sowohl unter Verwendung bereits bc- 
kannter Plasmide und anderer DNS-Vektormolekiilc als 
auch noch zu erzeugendcr bzw. zu isolicrcnder Vektor- 
molekule verwendet werden, die fur die Praxis wichtige 
30 Merkmale kodieren und zu einer Expression in Pflan- 
zenzellcn befahigt sind. 

Unabhangig von der An des transformierenden Fak- 
tors und des Rezipienten wird das erfindungsgemaDe 
Verfahren zw eckmaOigerwcise wie folgt durchgefuhrt: 

35 

1. Vorbercitung des Rezipienten (Gewinnung von 
Zellen, Kalli und Zellverbanden, die zum Wachs- 
tum, zur Teilung und Morphogenese befahigt sind). 

2. Vorbereitung der transformierenden Faktoren, 
40 die durch ein selektivcs Merkmal (Isolierung von 

DNS-Molekiilen. Isolierung von Zejlorganellen, 
Losung von DNS-Molekiilen in einer Pufferlosung 
usw.) gekennzeichnet sind. 

3. Herstellung des Mikroinstruments. 

4. Anbringen des Instruments auf dem Mikromani- 
pulator und Fixierung des Rezipienten in der Mi- 
krokammer. 

5. Fiillung der Mikronadel mit dem transformieren- 
den Faktor. 

6. Einfuhrung der Mikronadelspitze in die Zelle. 

7. Injizierung von DNS-Molekiilen bzw. eines an- 
deren transformierenden Faktors in die Rezipien- 
tenzelle. 

8. Wiederholung der Arbeitsgange 6 und 7 bei den 
55 nachfoigenden Zellen. 

9. Transferierung der Rezipienten auf das selektive 
Nahrmedium. 

10. Auswahl und Analyse der erhaltenen Transfor- 
manten. 

11. Gegebenenfalls Regeneration der transformier- 
ten Pflanzen. 
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Der Nachweis der Aufnahme, der Expression und der 
Vererbung des injizierten genetischen Materials wird 
65 mit biochemischen und genetischen Methoden gefuhrt 
(Potrykus J. et aU 1985,Crossway A. et aU 1986). 
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Beispiel I 

Man passicrt cinmal in zwei Wochcn eine Suspen- 
sionskuliur von Nicotiana tabacum in flussigem Cam- 
borg-Mcdium.das t mg/dm 1 2.4-Dichlorphenoxyessigs- 
aure.0.5 mg/dm 1 Naphthylessigsaure.0.5 mg/dm 1 Indo- 
lylessigsaure und 0.2 mg/dm* Kineiin enthalt 3 bis 5 cm 3 
der Zellsuspension werden in eine Kammcr fur die Mi- 
kroinjektion cingebracht. Nach dem Fixicren einer Ein- 
zelzelle mil einem Mikrosaugnapf wird in dicsc eine 
Mikronadel mil einem Spitzcndurchmesser von ca. 1 urn 
eingefuhrt Mil Hilfe eines Drucklufisysiems werden 
aus der Mikronadel I bis 2 pl(Pikoliier) Puffer!6sung(10 
mMol Tris. pH Wert 72. I mMol Natriurncthylendi* 
amintetraacetat 5 mMol KC1). die das Plasmid pLCV 
23 Neo (Herrerea-Estrella L et aL 1983) in einer Kon- 
zemration von 100 Kopien pro Pikoliter Puffer enthali. 
eingespritzL _ 

Die Mikrokolonien.die sich ausden injizterten Zellcn 
gebildei haben. werden dann auf ein agarisiertes Gam- 
borg-Medium mil 120 mg/dm 1 Kanamyzinsulfat Qbcr- 
tragen. Aus 20 injizierten Zellen erhalt man drei Zelli- 
nien. die uber lange Zeit ihre Antibiotikumbestandigkeit 
bewahren. Durch Obertragung einer der Linien auf cin 
phviohormonfreies Gamborg- Medium wurden zum 
Wachstum und zum Einwur/eln in kanamyzinhalugcm 
Medium befahigte Pflanzen rcgenerieri. 

Beispiel 2 



Eine Kalluskultur eines Gewebes von Mohn (Papaver 
bracteactum), die aus unreifen Kapseln der iniakicn 
Pflanze erhalten wurde (Kuzovkina. Rabinovic. 1981). 
wird auf aqarisienem Murashige-Skoog-Medium. das I 
mg/dm' Kinetin, 1 mg/dm 1 2.4.DichIorphenoxyessigsau- 
re enthalt, langere Zeii passicrt. Danach wird das Gewe- 
be alle 15 bis 17 Tage auf frisches Medium ubertragen. 
Der Wachstumsindex betragt 2,6 (pro 1 5 Tage). Wird cin 
phviohormonfreies Medium verwendet. lassen sich 
schon bei der ersien Passage nekrotische Gcwebevcr- 
anderungen feststellen und die Biomasse nimmt prak- 
tisch nicht zu. Die Kallusmasse des Mohns ist auf dem 
erwahnten Medium in Abwesenheit von Phytohormo- 
nen nichi wachstumsfahig. 

1 mg des im Wachstum befindlichen weichen Kallus 
wird in ein flussiges Medium eingebracht und mit einem 
sterilen Glasstab zerrieben. Mit einer Pipette wird dann 
die Zellsuspension in eine Mikrokammer transferiert. 
Die Injizierung erfolgt nach dem in Beispiel I angefiihr- 
ten Verfahren mil dem Unterschied. daQ das Einspritzen 
durch ein hydraulisches System bewerkstelligt wird und 
daQ als iransformierender Faktordas Plasmid pGV 0319 
(Depicker A. et aL 1980) verwendet wird, das den Mit- 
telteil der T-DNK des Ti-PIasmids von Agrobacterium 
tumefaciens pTiC 58 enthalt. 34 Zellen wurden nach der 
Injizierung auf ein phytohormonfreies Murashige-Sko- 
og-Medium ubertragert Nach zweimonatiger Zuchtung 
auf diesem Medium wurde cin Kallusgewcbe erhalten. 
das zu einem starken und bestandigen Wachstum auf 
dem Nahrmedium in Abwesenheit von Phytohormoncn 
befahigt war. wobei der Wachstumsindex nicht schlech- 
ter war. als bei der nicht iransformierten Zcllinie in 
Anwesenheii von Phvtohormonen. 

Beispicl 3 

Das Verfahren wird analog zu Beispiel 2 durchgefuhrt 
mit dem Unterschied. daQ man als Rezipicntcn Zellen im 



Mikrokallus (8 bis 30 Zellcn) von Lycopersicum esculen- 
tum im Sachin-Medium unter Zugabe von 0.3 Gew.-% 
Agarose verwendci. Durch die Einfiihrurg des Plasmids 
in 95 Zellen wurden 19 zum Wachstum auf hormonfrei- 
5 em Medium befahigte Zellinien herausselektien. 

Beispiel 4 

Das Verfahren wird analog zu Beispicl 1 durchgefuhrt 
to mit dem Unterschied. daQ man als iransformierenden 
Faktor das Kosmid pG-A 472 (An G. et aL 1985) ver- 
wendet Die Injizierung erfolgt dabei unter Einwirkung 
eines elektrischen Feldes mit einer Spannung von 3 bis 5 
V mit 10 Impulscn bei cincr Irnpulsdauer von 0.5 s. Aus 
is 23 auf diese Weise iransformierten Zellen erhielt man 6 
Zellinien, die zum Wachstum auf einem Medium befa- 
higt waren. das 120 mg/dm J Kanamyzinsulfat enthielt. 
Von zwei Zellinien wurden Pflanzen regeneri ;rt. die 
fahig sind. auf kanamyzinhaltigem Medium zu wachsen 
20 und zu wurzeln. 

Beispiel 5 

Aus unreifen Weizenkeimlingen wurde nach bekann- 
25 ten Verfahren (Gaponenko et aL 1985) auf einem Mu- 
rashige-Skoog-Medium. das 2 mg/dm 3 2.4-DichIorphe- 
noxyessigsaure und 0.1 mg/dm' Kinetin enthielt. ein em- 
bryogener Kallus gewonnen. Nach dreiwdchiger Zuch- 
tung wurde der Kallus auf eine Petrischale ubertragen. 
30 wonach man unter dem Mikroskop mit Pripariernadeln 
vom Kallus Stucke abtrennte. die aus kleinen kompaki 
gepackien Zellen bestanden. Diese Gcbilde wurden 
dann in eine Mikrokammer mit einem Nahrmedium 
ubertragen und mechanisch zwischen zwei . miteinander 
« cinen Winkel einschlieQenden Glasstiicken fixien. Die 
Injizierung der DNS in die Zelle erfolgte wie in Beispiel 
4 beschrieben. Auf diese Weise wurden 6 bis 10 im Blick- 
feld des Mikroskops befindlichen Zellen DNS ir.jiziert. 
Danach wurde das Kallusstuck mit einer Nadel gewen- 
40 det und die nachsten Zellen behandelt. Nach der Injizie- 
rung von 30 Zellen wurde der proembryogene Kallus 
auf cin Murashige-Skoog- Medium ubertragen. das U 
mg/dm 1 2.4-Dichlorphenoxyessigsaure, 0,1 mg/dm 1 Ki- 
netin und 0.1 mg/dm J Gibberellinsaure enthielt Nach 
45 zweiwochiger Zuchtung wurde der Kallus auf ein Medi- 
um, das 50 mg/dm 1 Kanamyrinsulfai enthielt, ubertra- 
gen. Nach vierw6chiger Zucntung auf diesem antibioti- 
kumhaltigen Medium, wurden die im Wachstum befind- 
lichen Kalli auf ein Murashige-Skoog-Medium. das 0.2 
so mg/dm 1 2.4-Dichlorphenoxyessigsaure und 50 mg/dm 1 
Kanamyzinsulfat enthielt, ubertragen und dem Licht 
ausgesetzt (ca. 2000 Lux 16 Stunden pro Tag). Die gebil- 
detcn Embryoiden wurden auf ein Murashige-Skoog- 
Medium. das keine Hormone, aber den gleichen Gehali 
55 an Kanamyzin aufwies, ausgebracht. Die vollstandig 
ausgebildeten Pflanzen wurden dann in den Boden ge- 
pflanzt. 
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Beispiel 6 

Das Verfahren wird analog zu Beispiel 4 durchgefuhrt 
mit dem Unterschied, daQ als Rezipient ein embryoge- 
ner Kallus von Hafer (Avena sativa) verwendet wird 
und das Nahrmedium keine Cibberelinsaure enthalt. 

Beispiel 7 

Aus den Kotylcdonarknoten von aseptisch gezoge- 
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nen Sojapflanzen (Glycine max) wurde auf einem Mu- 
rashige-Skoog-Mediunu das eincn reduzierten Salzgc- 
halt aufwies, in Gegcnwart von 5 mMol Benzylaminopu- 
rin (Wrighi MS. el aL. 1986) cin primarcr Kallus gewon- 
nen. Nach einer Kultivierungsdauer von vier Wochen 5 
wurden Katlussiiicke bis zu einer GroQe von 2 mm. die 
den regenerierfahigen Teil und die de novo gebiideie 
SproOspitze emhielten, isoIierL Die genetische Trans- 
formation wurde analog zu Beispiel 5. jedoch mil dem 
Unterschied durchgefuhrt, daB die Rezipienten Zellen to 
des proregenerativen Gewebcs und der SproOspitze 

wareru Die behandelten KalH wurden auf das Ausgangs- 

medium ubertragen, dem 80 mg/dm 1 Kanamyzinsulfat 

zugesetzt wurde. Nach einer Kultivierungsdauer von 

drei Wochen wurden die gebildetcn griincn Triebc in is 

einem Murashige-Skoog- Medium, das keine Phytohor- 

mone. aber 80 mg/dm» Kanamyzin enihiclt, eingewur- 

zelt Die vollstandig ausgebildeten Pnanzen wurden in 

denBodengepflanzt. 

20 

Beispiel 8 

Das Verfahren wird, wie in Beispiel 1 beschrieben. 
durchgefuhrt Als Rezipienten werden einzelnc weiBe 
Zellen des Plastommutanten von Nicotiana tabacum der 25 
Linie IP und als autonom replizierende Organellen 
Chloroplaste vcrwendet. die aus den Blattern von Nico- 
tiana tabacum der Linie SR 2 isoliert wurden, die sich 
durch Resistenz gcgenuber dem Antibiotikum Strepto- 
mvzin die durch die Chloroplasten kodiert wird. aus- jo 
zeichnet. Einc Mikropipeite mil einem Spitzendurch- 
messer von 8 urn wird mil einer Chloroptastensuspen- 
sion in einem Ensen-Baschem-Medium gefullt Aus die- 
ser Mikropipeite werden dann 5 bis 10 Chloroplaste in 
die Zclle gespritzt. Nach den ersten Teilungen der Zel- 35 
len nach der Injizierung werden diese auf ein Gamborg- 
Medium ubertragen, das I mg/cm* Streptomyzinsulfai 
enihalt. Von 16 auf diese Wcise injizienen Zellen wer- 
den 3 Zcllinien isoliert, die grun gefarbt sind und auf 
einem Medium, das 1 mg/cm' dieses Anubiotikums em- 40 
hall, wachstumsfahig sind. 
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